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COMPOSICION VACUNAL QUE CONTIENE FACTOR D 



TRANSFORMANTE (TGFa). SU USO EN LA TERAPIA DE ENFERMEDADES 
MALIGNAS. 

La presente invention esta relacionada con el campo de la inmunologia y la medicina 
humana, en particular con un preparado vacunal capaz de provocar una reaction de 
inmunocastracion del TGFa autologo. 

El objeto de esta invention es la obtencion de una composition vacunal para la 
inmunoterapia activa de tumores malignos dependientes del TGFa para su crecimiento. 
Asi como para el tratamiento de otras enfermedades que dependan del TGFa. 
Otro objeto importante de esta invention es la obtencion de un preparado vacunal que 
incluya una combination del TGFa con otros ligandos del EGF-R, tales como el factor de 
crecimiento epidermico (EGF), capaz de inhibir la proliferation de tumores en cuya 
progresion dependen de estos factores de crecimiento. De esta manera se evitaria la 
resistencia que puede generar el tumor a vacunas que contenga cada uno de estas moleculas 
por separado, desarrollando variantes tumorigenicas que dependan del factor de 
crecimiento no utilizado en la vacunacion. 

Estos preparados vacunales son capaces de inhibir la proliferation de tumores con las 
caracteristicas antes mencionadas, y de este modo ser util en el tratamiento de neoplasias 
malignas. Por lo tanto, la invention esta tambien relacionada con el campo de la 
inmunoterapia activa especifica de cancer. 




Josefa Lombardero Valladares 
Representante Legal 
Centro de Inmunologia Molecular 



COMPOSICION VACUNAL QUE CONTIENE FACTOR DE CRECIMIENTO 
TRANSFORMANTE (TGFa). SU USO EN LA TERAPIA DE ENFERMEDADES 
MALIGNAS. 



MEMORIA DESCRIPTIVA 

La presente invencion estd relacionada con el campo de la inmunologia y la medicina 
humana, en particular con un preparado vacunal capaz de provocar una reaccion de 
inmunocastracion contra el TGFa autologo, que pueda ser utilizado para el tratamiento de 
ciertas enfermedades neopldsicas y otras enfermedades relacionadas con el TGFa. 
Por otra parte dicha invencion incluye la utilization de un preparado vacunal constituido 
por una combination de TGFa y EGF, para el tratamiento de neoplasias malignas que 
dependan de estos dos factores de crecimiento en el curso de su patogenesis. 
El TGFa es un polipeptido de 50 aminoacidos, originalmente aislado del medio de cultivo 
de celulas transformadas por retrovirus. En un inicio se definio como una molecula capaz 
de competir con el EGF por la union al EGF-R. Sin embargo, anticuerpos anti-EGF no eran 
capaces de reconocer al TGFa ( Todaro et al. (1976), Nature 264, 26-31), por lo desde 
entonces se conoce que ambos factores de crecimiento son dos entidades 
inmunologicamente diferentes. 

El TGFa forma parte de la familia del EGF, que esta constituida por protefnas relacionadas 
estructural y funcionalmente. Los otros miembros de esta familia son: EGF, anfiregulina 
(AR), criptol (CR1), factor de crecimiento enlazador de heparina, betacelulina, epiregulina. 
Por otra parte la familia de los poxvirus incluye protefnas relacionadas con el EGF, dentro 
de ellas la mas caracterizada es el factor de crecimiento de vaccinia virus (VGF). 
Todas estas moteculas son capaces de unirse y activar al EGF-R, asf que son conocidas 
como ligandos del mismo y juegan un rol en el crecimiento de celulas normales y 
neoplasicas en menor o mayor grado. 

El EGF-R es una glicoproteina de 170 kD aproximadamente, cuyo gen ha sido clonado y 
secuenciado. El dominio intracelular de este receptor esta asociado con la actividad de 
protefnas tirosinas quinasas que muestran homologfa estructural con el producto del 



oncogen v-erb-B, lo que muestra una relation con el proceso de transformation maligna 
(Heldin C.H. (1984), Cell 37, 9-20.) 

El TGFct es sintetizado en forma de un precursor de membrana (pro-TGFa), de 160 
aminoacidos y mediante proteolisis enzimatica se libera una proteina soluble de 150 
aminoacidos aproximadamente, el TGFa maduro. 

El TGFa humano (hTGFa) muestra un 43% de identidad en la secuencia aminoacidica con 
el EGF humano (hEGF) y un 93% con el TGFa de raton 6 rata. Ademas sus efectos 
biol6gicos no son especie especificos. 

El trabajo de muchos laboratorios ha documentado la habilidad del TGFa de regular la 
proliferation, migration y diferenciacion de celulas en cultivo (Carpenter y Wahl. (1990), 
Springer- Verlag, Berlin, pp.69- 171.) 

El TGFa es el ligando del EGF-R mas expresado. Se expresa en tejidos normales durante la 
embriogenesis y en tejidos adultos normales y tumorales. Sin embargo, no se observan 
defectos patologicos mayores en ratones TGFa "Knock-out" y estos ratones son viables 
y fertiles ( Bruce Mann y cols.(1993), Cell, 73, 249-261.). 

En el proceso de tumorig^nesis, la desregulacion de los procesos paracrinos y autocrinos de 
activation del EGF-R, esta dada tanto por la sobreproduccion de los factores de crecimiento 
como por la sintesis elevada y/o la mutation de sus receptores. 

En tumores de origen epitelial se han detectado altos niveles de EGF-R y en muchos casos, 
la sobrexpresion de este receptor constituye un indicador de mal pronostico. 
La induction de TGFa es un evento frecuente en la transformation neoplasica. De hecho, 
se han realizado numerosos estudios que muestran la sobrexpresion de esta molecula en 
tumores epiteliales de distintas localizations, que incluyen, mama, pulm6n, cerebro, 
higado, prostata, vejiga, tracto gastrointestinal, colon, recto, tejido reproductivo (ovario) y 
endocrino, entre otros. 

Aunque el mecanismo de induction de tumorigenicidad por el TGFa es aun desconocido, 
si existen algunos reportes que correlacionan la sobrexpresion de este factor de crecimiento 
con el grado del tumor, la sobrevida de pacientes y otros marcadores tumorales. Algunos 
investigadores han demostrado su relation con otros oncogenes como c-myc en 
hepatocarcinomas, ademas constituye un bianco del gen supresor de tumores (VHL) 



(Sumarizado en Lee y cols. (1996), Growth Factors and Cytokines in Health and Disease, 
Volume IB, 277-318.). 

Aunque el TGFa y el EGF se unen al mismo receptor con afmidades comparables, 
generalmente el TGFa es mas potente que el EGF, y en algunos contextos, sus efectos se 
han descrito como mas fuertes y/o mas prolongados ( Barrandon and Green (1987), Cell 50, 
1131-1137). Se ha reportado que en el caso de la internalization del complejo 
TGFo/EGF-R, tanto el TGFa como el EGF-R son preferiblemente reciclados a la 
superficie mientras cuando el complejo EGF/EGF-R es intemalizado en el mismo tipo 
celular, los dos componentes son eficientemente degradados (Ebner y Derynck (1991), 
Cell Regul.2,599-612), lo que sugiere que las diferencias en la actividad biologica puede 
estar dada por diferencias en los mecanismos que ocurren en el interior celular. Por otra 
parte el TGFa es un factor angiogenico mas potente que el EGF (Schreiber y cols.(1986), 
Science 232, 1250-1253.) 

En cuanto a la expresion en tumores, aun cuando hay evidencias de la presencia del 
precursor de EGF en membranas de algunos tumores epiteliales, el TGFa es expresado por 
una mayor cantidad de tumores del mismo origen, y se plantea que su action, a diferencia 
del EGF, es principalmente mediante la formation de un lazo autocrino con el EGF-R. Por 
otra parte, resultados de nuestro centra indican que en biopsias de tumores epiteliales de 
algunos tipos se observa la presencia de TGFa y no EGF (carcinoma ductal de mama, 
laringe), mientras otros tumores presentan mas EGF que TGFa (cancer de pulmon de 
celulas no pequefias (NSCLC)). Estos resultados nos sugieren que los factores de 
crecimiento pueden tener impactos diferentes en la biologia tumoral de la celula neoplasica 
bianco . 

Todas las evidencias acumuladas en estos afios acerca de la relaci6n entre el sistema 
EGF-R/ EGF-R ligandos y el cancer, convierten al mismo, en un bianco muy atrayente para 
la inmunoterapia de cancer. 

Resultados previos de nuestro grupo han demostrado la posibilidad de realizar una 
inmunoterapia activa de cancer con la vacuna basada en EGF. De hecho, se han obtenido 
evidencias tanto preclinicas como clmicas acerca de la inmunogenicicidad y la baja 
toxicidad provocada por la vacunacion con hEGF unido a una protema transportadora 
(Gonzalez y cols.(1996), Vaccine Research 5(4), 233-243.) 



Estudios preclinicos han mostrado que la inmunizacion de ratones con hEGF en adyuvante 
incrementa la sobrevida de ratones transplantados con el tumos ascitico de Erlich (TAE) 
(Gonzalez y cols. (1996 ),Vaccine Research 5(4), 233-243.). 

Se realizo una construction g6netica de una proteina de fusion que contiene la secuencia 
del hEGF insertada entre el aminoacido 45/46 de la P64K. Esta proteina se uso como 
inmunogeno en ratones, provocando una respuesta inmune humoral especifica contra el 
hEGF con impacto en el aumento de sobrevida de animales transplantados con celulas de 
TAE. (Gonzalez y cols (1997), Vaccine Research 6(2), 91-100.) 

En dos ensayos clinicos pilotos realizados con pacientes con NSCLC, se observo una 
tendencia en el aumento de la sobrevida de los pacientes vacunados cuando se comparan 
contra un control historico. En los pacientes con alta respuesta serica contra el hEGF se 
observo un marcado incremento en la sobrevida (Gonzalez y cols.(1998), Annals of 
oncology 9, 1-5.). 

En sentido general la vacunacion con EGF no genera una respuesta de anticuerpos 
especificos contra el TGFa. Sin embargo tenemos evidencias que la vacunacion con un 
preparado inmunogenico que contiene TGFa en el modelo murino genera un nivel de de 
anticuerpos anti-EGF solamente en algunos ratones, dicha respuesta en algunos casos es 
capaz de bloquear la union EGF a su receptor en un ensayo in vitro, sin embargo los niveles 
de anticuerpos anti-EGF obtenidos no son suficientes para generar una respuesta de 
inmunocastracion del EGF con impacto en la respuesta antitumoral. 
Debido a que la action de cada uno de estos dos factores de crecimiento es diferente en 
cada tumor y/o entre el tumor primario y sus metastasis, una vacuna que combine los dos 
ligandos principals del EGF-R, TGFa y EGF, tendria un efecto antitumoral superior en los 
tumores de origen epitelial, en sentido general. 

Hasta el momento de la presente invencion, no se ha propuesto ninguna terapia que 
proponga la utilizaci6n de un preparado vacunal que contenga hTGFa o cualquier derivado 
, o una combination del mismo con otro ligando del EGF-R, EGF, en la inmunoterapia 
activa de cancer. 

La presente invencion provee una composition vacunal que contiene hTGFa o cualquier 
derivado de cualquier fuente, unido gen&icamente (proteina de fusion recombinante) 6 
acoplado por metodos quimicos a una proteina transportadora, capaz de inhibir el 



crecimiento de tumores de origen epitelial, a traves de un efecto de inmunocastracion, sin 
efectos colaterales de importancia. Tambien provee de una composicion vacunal que 
contiene una combination de hTGFa o cualquier derivado con hEGF o cualquier derivado 
unidos a una proteina transportadora. 

La composicion vacunal podra ser utilizada en el tratamiento de tumores de origen epitelial 
dependientes de TGFa 6 TGFa/EGF, o en cualquier otra enfermedad asociada con el 
TGFoc tales como la psoriasis ( Kapp, A<1993; J Dermatol Sci , Jun;5(3): 133-42). 
En la especificacion de TGFa, se incluye cualquier fragmento y/o derivado del TGFa que 
tenga propiedades inmunologicas y/o efectos semejantes a la molecula original, Los 
derivados incluyen, pero no se excluyen otros, sustituciones originales de aminoacidos, 
cambio de aminoacidos sitio especifico que incrementen la estabilidad y/6 la actividad, 
modificaciones quimicas, entre otras. 



COMPOSICION VACUNAL QUE CONTIENE FACTOR DE CRECIMIENTO 
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 

Mas espetificamente la invention consiste en un preparado vacunal capaz de provocar una 
reaction de inmunocastracion contra el TGFa autologo, que pueda ser utilizado para el 
tratamiento de ciertas enfermedades neoplasicas y otras enfermedades relacionadas con el 
TGFa. 

Por otra parte dicha invention incluye la utilization de un preparado vacunal constituido 
por una combination de TGFa y EGF, para el tratamiento de neoplasias malignas que 
dependan de estos dos factores de crecimiento en el curso de su patogenesis. 

1- Preparaciones inmunogenicas: 

En la presente invention se utiliza un preparado vacunal que incluye hTGFa unido a una 
proteina transportadora por m6todos de ingenieria genetica (proteina de fusion 
recombinante) o por metodos quimicos de conjugation. El hTGFa utilizado en cualquiera 
de las preparaciones inmunogenicas se obtiene tanto de fuente natural, recombinante 6 
sintetica. Diferentes proteinas pueden ser utilizada como transportadoras. Como ejemplos 
de proteinas transportadoras se pueden utilizar: Toxoide Tetanico, KLH, la proteina P64K 
de Neisseria meningitidis, entre otras. Las cantidades optimas de hTGFa en la formulation 
vacunal oscilan entre 5 \xg y 1000 ^g por dosis. 

Por otra parte se utiliza un preparado vacunal que contiene una combination del hTGFa 
con el hEGF (Oficina de Registro Nacional de Medicamentos, HEBERMIN No 1266). 
En la especificaci6n de TGFa 6 EGF, se incluye cualquier fragmento y/o derivado del 
TGFa 6 EGF que tenga propiedades inmunologicas y/o efectos semej antes a la molecula 
original. Los derivados incluyen, pero no se excluyen otros, sustituciones originales de 
aminoacidos, cambio de aminoacidos sitio especifico que incrementen la estabilidad y/o la 
actividad, modificaciones quimicas, entre otras. 



A) Obtencion de la proteina de fusion TGFa-Proteina transportadora por metodos de 
ingenieria genetica: 

El gen que codifica para el hTGFoc (500 pb) se amplifica mediante la reaction en cadena de 
la polimerasa (PCR) usando cebadores especificos. El fragmento de ADN resultante es 
digerido y ligado en un sitio de union especffico a un vector de expresion en el cual se 
encuentra clonado el gen que codifica para la proteina transportadora, de manera que la 
proteina resultante incluye una copia o mas de las dos moleculas. Se puede utilizar 
cualquier vector de expresion tanto de celulas superiores (mamiferos) como inferiores 
(bacterias o levaduras). El vector tambien puede incluir seis histidinas en el extremo N- 
Terminal de la proteina transportadora. El plasmido resultante es verificado por analisis de 
restriction en geles de agarosa, analisis de la secuencia de ADN usando la enzima 
secuenasa 2.0 (Amersham-USB), y finalmente, analisis de la production de la proteina de 
fusion en cualquier cepa de expresion de Eschericia coli, mediante la tecnica de "Western 
Blotting", usando un anticuerpo monoclonal especifico contra hTGFoc (R&D System). 
Para obtener la proteina se rompen las paredes bacterianas usando un metodo de ruptura 
fuerte y luego se purifica la proteina por una combination de metodos de precipitation 
diferencial con sulfato de amonio y metodos cromatograficos. Finalmente, la proteina es 
filtrada en condiciones esteriles y conservada a -20°C o liofilizada y conservada a 4°C 
hasta su uso posterior. 

B) Obtencion de conjugados quimicos que contiene hTGFa: 

Se obtienen diferentes preparaciones que contienen hTGFa conjugado con diferentes 
proteinas transportadoras (como P64K). En principio se puede utilizar cualquier metodo de 
acoplamiento quimico. Como metodo quimico preferencial se utiliza el metodo que utiliza 
el agente EMCS descrito en la patente norteamericana, U.S.Pat, No. 4,302,386; Lee y cols., 
1981. 

Alternativamente, se puede utilizar el metodo de conjugation con glutaraldehido. Con este 
fin, se mezclan estas dos 6 tres moleculas a una concentration de 1 mg/mL en la solucion 
final con glutaraldeido al 0.05% (en la solucion total). La mezcla se incuba 1 hora a 
temperatura ambiente, y se dializa contra una solucion de PBS lX/MgCl 2 10 mM, con tres 
cambios de la solucion de dialisis. Finalmente, se realiza una dialisis contra PBS IX por 



toda la noche a 4°C. El preparado inmunogenico se filtra en condiciones esteriles y se 
almacena a 4°C hasta su uso. 

C) Obtencion de una vacuna que combine el hTGFcc y el hEGF. 

La obtencion de una vacuna que combine los dos principales ligandos del EGF-R puede 
realizarse de diferentes maneras: 

1- Union de las dos vacunas que contienen el hTGFcc o el hEGF por separado unido a una 
proteina transportadora en una relation 1 :1 en el momento de la inyeccion. Con este fin 
se pueden utilizar las proteinas de fusion o los conjugados quimicos de ambas 
moleculas. Las cantidades optimas de hTGFcc y hEGF en la formulation vacunal 
oscilan entre 5 jag y 1000 |ig por dosis. 

2- Obtencion de una construction genetica similar a la descrita en la seccion A que 
contenga los dos factores de crecimiento, hTGFcc y hEGF o una combinacion de 
cualquiera de sus derivados. 

3- Obtencion de un conjugado quimico que contenga el hTGFcc, hEGF o una combinacion 
de cualquiera de sus derivados y una proteina transportadora utilizando la metodologia 
descrita en la seccion B. 

D) Obtencion de la preparation inmunogenica: 

Para potenciar el efecto inmunogenico deseado de las composiciones vacunales, es 
conveniente usar un adyuvante adecuado y seleccionar un modo de administration en el 
cual el preparado vacunal exhiba una alta inmunogenicidad. 

Las composiciones vacunales referidas en esta invention son adyuvadas de dos maneras 
especificas 

1) En Al(OH)3 formando soluciones acuosas del preparado vacunal adsorbido a este 
compuesto. De 5 |ug a 1000 ^ig de TGFoc por dosis de inmunogeno se unen a un rango 
entre 2 y 5 mg de Al(OH)3 y se deja en agitacion por espacio de 1 hora. La solucion 
final se conserva a 4°C hasta su uso posterior. 

2) En adyuvante incompleto de Freund que permiten la formacion de emulsiones 
acuosas/oleosas u oleosas/acuosas. Las cantidades de inmunogeno y adyuvante en la 
composicion final se encuentran en un rango volumen/volumen de 40/60 a 60/40. Los 
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volumenes dependen de la emulsion final deseada. El adyuvante se anade antes de la 
inmunizacion y se agita por un periodo de 10 a 30 minutos, a temperatura ambiente. 

Los volumenes finales de cada inmunogeno cubren el rango adecuado para la ruta 

correspondiente. 

En el caso de las vacunas que se conjugan en el momento de la inyeccion descritas en la 
section C 1, las dos vacunas adyuvadas como se ha descrito anteriormente se pueden tanto 
unir por agitation e inyectar o inyectar por separado. 

La administration de las composiciones vacunales se pueden realizar por diversas rutas: via 
intramuscular, via subcutanea, via intranasal y via intradermica. 
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EJEMPLOS 



Ejemplol: Obtencion del segmento de ADN que codifica para TGFa maduro por 
reaction en cadena de la polimerasa (PCR) . 

A partir de un vector comercial pBluescript KS" que tiene clonado en un sitio ECOR V la 
cadena complementaria de ADN (ADNc) del hTGFa (PSK-TGFa) (CIGB, Cuba) , se 
amplified la secuencia de 150 aminoacidos correspondiente al TFGa maduro (Fig. 1) 
usando los cebadores especificos para el hTGFa maduro: 

N-Terrminal:5'- G CTCTA GA AGTGGTGTCCCA TTTTAA TGA C-3 ' (Subrayado , secuencia 
de corte de la enzima de restriction Xbal) 

C-Terminal: 5 '-C GGAATTC GCCAGGAGGTCCGCATGCTCAC-3 ' (Subrayado, secuencia 
de corte de la enzima de restriction EcoRI) 

Brevemente, Se utilizaron 200 ng del PSK TGFa en 75 juL de una mezcla que contiene: 
500ng de cada uno de los cebadores especificos, una mezcla de nucleotidos trifosfatos a 
una concentration de 2W\M cada uno, MgCl 2 a 25 mM y 100 Unidades de la enzima 
TaqPolimerasa (Promega) en solution tampon suministrada por Promega. Se realizaron 30 
ciclos de desnaturalizacion (1 minuto a 94°C), hibridacion (1 minuto a 60°C), y extension 
(30 segundos a 72°C). Al primer ciclo se antecedio un tiempo de desnaturalizacion de 4 
minutos, y despues del ultimo ciclo, se llevo a cabo una extension de 2 minutos. 
El producto del PCR se separo por electroforesis en geles de agarosa de bajo punto de 
fusion y el segmento genico amplificado se purifica segun procedimientos convencionales 
de extraction con fenol y se somete a una digestion enzimatica doble usando las enzimas 
Xba I y EcoR I (NEB, USA). De esta forma queda preparado el segmento g6nico que 
codifica para el TGFa maduro. 

Ejemplo 2: Obtencion del vector de expresidn de la proteina fusionada TGFa-P64K . 

Se utilizo el vector de expresion pM 92 (CIGB, Cuba) que contiene el gen lpdA que 
codifica para la proteina de Neisseria menigitidis P64K (cepa B385) bajo el promotor del 
operon de triptofano de E.Coli (ptrp) y el terminador transcripcional de fago (tT4). El pM 
92 confiere resistencia a los antibioticos ampicillina y kanamicina. Se transforma una cepa 
de E.Coli Dam- (GC-366) con el vector pM92 y se purifico el ADN plasmidico utilizando 



un juego de reactivos comerciales (Quiagen) segun las recomendaciones de los fabricantes. 
El vector PM 92 se digirio y se purifico a partir de geles de agarosa de bajo punto de fusion 
Seguidamente se unio el vector PM92 con el ADNc correspondiente al hTGFoc maduro 
anteriormente preparado, usando la enzima T4 ligasa (Gibco BRL). El plasmido resultante 
pMTGF codifica para la proteina de fusion que contiene el h-TGFa insertado entre el 
aminoacido 45/46 de la P64K. Este plasmido recombinante fue verificado por analisis de 
restriction en geles de agarosa, analisis de la secuencia de ADN secuenasa 2.0 
(Amersham-USB ), y finalmente, analisis de la expresion de la proteina de fusion en la cepa 
MM299 de E.Coli, mediante la tecnica de "Western Blotting" usando un anticuerpo 
monoclonal especifico contra h-TGFa ( R&D System). La figura 2 muestra un esquema del 
proceso de obtencion del vector de expresion pMTGF que codifica para la proteina de 
fusion TGFcc-P64K. 

Ejemplo 3: Obtencidn del vector de expresion de la proteina fusionada TGF<x-P64K 
con seis histidinas en el extremo N-Terminal ( pMHisTGFoc). 

El vector de expresion pMHisTGFoc se construyo siguiendo el mismo protocolo descrito en 
el ejemplo anterior utilizando como vector el PM224, que incluye un segmento codificante 
para seis histidinas en el extremo N-terminal de la P64K. La inclusion de un segmento que 
codifica para seis histidinas presenta ventajas en la purificacion de la proteina por afinidad 
del mismo a quelatos metalicos. 

Ejemplo 4: Purificaci6n de la proteina de fusion TGFoc-P64K. 

Se cultivaron bacterias de E.Coli (cepa MM299) que expresan la proteina de fusion TGFa- 
P64K en medio de cultivo LB A (Triptona 10 g/L, Extracto de Levadura 5g/L, NaCl 10 g/L 
y 50 mg/L de ampicillina) por 10 horas a 37°C. Despues de la recoleccion de las celulas, 
todos los pasos fueron realizados de 0-4°C. La ruptura de la bacteria se realizo utilizando 
una prensa francesa a 1500 kg/cm 2 , y se removio la fracci6n insoluble mediante 
centrifugacion a ll,000xg por 30 minutos. Como primer paso de purificacion se llevo a 
cabo una precipitation al 40% de sulfato de amonio, que removio algunas de las proteinas 
contaminantes de E.Coli. El precipitado resultante fue removido mediante centrifugacion a 
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11,000 xg, 4°C, por 30 minutos. El sobrenadante fue fraccionado mediante cromatografia 
de interacciones hidrofobicas (TSK-butil, Pharmacia, Sweeden), con un gradiente 
decreciente de sulfato de amonio del 40% al 0% en tampon Tris-Cl, pH= 7.2, que contiene 
0.1 5M de cloruro de sodio. Seguidamente la muestra resultante se sometio a una 
cromatografia de exclusion molecular en una columna G200 (Pharmacia ) equilibrada con 
PBS IX, mostrando un nivel de pureza del 95%. La concentracion de proteinas se 
determina usando el metodo de Lowry y cols ( (1951)J.Biol.Chem. 191, 495-498). La 
caracterizacion de la proteina fusionada se llevo a cabo mediante la tecnica de "Western 
Blotting" , usando anticuerpos especificos contra P64K y TGFa. 

Ejemplo 5: Purificaci6n de la proteina de fusi6n HisTGFa-P64K. 

Se cultivaron bacterias de E.Coli (cepa MM299) que expresan la proteina de fusion 
HisTGFa-P64K en medio de cultivo LBA (Triptona 10 g/L, Extracto de Levadura 5g/L, 
NaCl 10 g/L y 50 mg/L de ampicillina) por 10 horas a 37°C. Despues de la recoleccion de 
las celulas, todos los pasos fueron realizados de 0-4°C. La ruptura de la bacteria se realiza 
utilizando una prensa francesa a 1500 kg/cm 2 , y se remueve la fraction insoluble mediante 
centrifugacion a ll,000xg por 30 minutos. Como primer paso de purification se lleva a 
cabo una precipitation al 40% de sulfato de amonio, que remueve algunas de las proteinas 
contaminantes de E.Coli. El precipitado resultante fue removido mediante centrifugacion a 
11,000 xg, 4°C, por 30 minutos. El sobrenadante fue fraccionado mediante cromatografia 
de interacciones de afinidad por quelatos metalicos (Chelating Sepharose Fast Flow, 
Pharmacia, Sweeden), debido a la presencia de seis histidinas en la protefna, con un 
gradiente creciente de Imidazol de 25 mM a 500 mM en tampon Tris-Cl, pH= 5.5, que 
contiene 0.5 M de cloruro de sodio. Seguidamente la muestra resultante se sometio a una 
cromatografia de exclusion molecular en una columna G25 (Pharmacia ) equilibrada con 
PBS IX para eliminar las sales, mostrando un nivel de pureza del 95%. La concentracion 
de proteinas se determino usando el metodo de Lowry y cols ( (1951)J.Biol.Chem. 191, 
495-498). La caracterizacion de la proteina fusionada se llevo a cabo mediante la tecnica de 
"Western Blotting" , usando anticuerpos especificos contra P64K y TGFa. 
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Ejemplo 6: Reconocimiento de la proteina recombinante TGFa-P64K por un 
anticuerpo monoclonal (AcM) especifico por el hTGFa. 

Con el objetivo de determinar si el TGFa podia ser reconocido por un AcM anti-hTGFa 
comercial (Calbiochem) en el contexto de la proteina fusionada, realizamos la tecnica de 
"Western Blotting". Se realizo una electroforesis en geles de poliacrilamida utilizando 25 
jig de las proteinas EGF-P64K, TGFa-P64K 6 P64K por duplicado y luego fueron 
transferidas a una membrana de nitrocelulosa de 0.45 |im segun los procedimientos 
convencionales. Despues de la transferencia las membranas se incubaron con una solucion 
bloqueadora de TBS IX mas 5% de leche descremada por toda la noche a 4 °C. Luego de 
un breve lavado con TBS lX-Tween 20 (0.05%), las membranas se incubaron , una replica 
con un anticuerpo anti-P64K (1/ 500) (Fig.3A ) y la otra con un AcM anti-TGFa (1/100) 
(Fig.3B ) por dos horas a temperatura ambiente. Seguidamente se realizaron tres lavados 
con la misma solucion y se incubaron las membranas con un antisuero anti- 
inmunoglobulinas totales de raton 1/1000 conjugado con fosfatasa alcalina por una hora en 
iguales condiciones. Finalmente se le anadio 0.004 g de sustrato Fast Red ( Sigma) en 
tampon Tris-Cl 0.1 M pH=8.2 que contiene 0.004 g de Naphtol AS-MX Fosfato (Sigma) y 
400 nL de NN'Dimetil Formamida en 20 mL. La reaction se detuvo con lavados iguales a 
los descritos con anterioridad. Se observo un reconocimiento especifico del AcM anti- 
hTGFa por la proteina TGFct-P64K (Fig. 3). Los resultados obtenidos demuestran que el 
TGFa en la proteina de fusion mantiene una estructura capaz de ser reconocida por un 
anticuerpo especifico. 

Ejemplo 7: Obtencidn de un conjugado quimico hTGFa-P64K. 

Se mezclo un mililitro de TGFa en PBS/MgCl 2 10 mM a una concentracion de 2 mg/mL 
con un mililitro de P64K a 2 mg/mL en el mismo solvente. Se afiadio 0.2 mL de 
glutaraldeido al 0.5% para una concentracion final de 0.05%. La mezcla se incubo 1 hora a 
temperatura ambiente, y se dializo contra una solucion de PBS lX/MgCb 10 mM, con tres 
cambios de la solucion de dialisis. Finalmente, se realizo una dialisis contra PBS IX por 
toda la noche a 4°C. El preparado inmunogenico se filtro en condiciones esteriles y se 
almaceno a 4°C hasta su uso. 
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Ejemplo 8: Obtencion de una proteina de fusion entre el hTGFa, hEGF y P64K. 

El gen que codifica para el hEGF (150 pb) se amplifica mediante PCR a partir del 
plasmido pBEF 10 que contiene al hEGF completo clonado en el sitio EcoR V del vector 
comercial pBluescript SK II (Stragene). El ADN pbtenido de esta manera se une al vector 
pMHisTGFcc en un sitio Bam HI que se encuentra en el final del extremo C-terminal de la 
P64K utilizando la metodologia descrita en el ejemplo 2. De esta manera se obtiene el 
vector pMTGFa-EGF que codifica para la proteina de fusion TE-P64K 

Ejemplo 9: Obtencion de un conjugado quimico hTGFcc-hEGF-P64K. 

Se mezclo un mililitro de hTGFa en PBS/MgCl 2 10 mM a una concentracion de 3 mg/mL 
con un mililitro de hEGF a 3 mg/mL y P64K a 3 mg/mL en el mismo solvente. Se anadio 
0.6 mL de glutaraldeido al 0.5% para una concentracion final de 0.05%. La mezcla se 
incubo 1 hora a temperatura ambiente, y se dializo contra una solution de PBS lX/MgCb 
10 mM, con tres cambios de la soluci6n de dialisis. Finalmente, se realizo una dialisis 
contra PBS IX por toda la noche a 4°C. El preparado inmunogenico se filtro en 
condiciones esteriles y se almacen6 a 4°C hasta su uso. 

Ejemplo 10: Preparaci6n de formulaciones que contienen hTGFa. 

Los diferentes preparados inmunogenicos descritos en los ejemplos 2, 3, 7, 8 y 9 se 
mezclaron con Al(OH) 3 6 Montanide ISA 51 segiin se describe en la description detallada 
de la invention. Se utilizaron cantidades que equivalen a 50 |ig de hTGFa en todos los 
preparados y 50 \xg de hTGFa y hEGF, en el caso de las vacunas combinadas descritas en 
los ejemplos 8 y 9. Se utilizo 2mg de Al(OH) 3 por cada preparado de proteina fusionada o 
conjugado quimico de hTGFa 6 hEGF que contiene 50 jig equivalentes de cada factor de 
crecimiento respectivamente. 
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Ejemplo 11: Preparation de una vacuna combinada que contiene la proteina 
TGFa/P64Ky la proteina EGF/P64K. 

Se mezclaron 0.6 mg de cada una proteina, lo que equivale a 50 jag de cada uno de los dos 
factores de crecimiento, en un volumen total de 0.5 mL y se unio con igual volumen de 
Montanide ISA 51 y se agito 10 minutos a temperatura ambiente antes de la inyeccion. 
En el caso de utilizar Al(OH) 3 como adyuvante, se mezclaron dos preparados vacunales que 
contienen 0.6 mg de proteina cada una de las proteinas antes mencionadas en 0.5 mL final 
adsorbidos en 2 mg de Al(OH)3. 

Ejemplo 12: Preparation de una vacuna combinada que contiene un conjugado 
quimico TGFa/P64K y EGF/P64K. 

Se mezclo 0.25 mL de un preparado inmunogenico que contiene 50 |ag de TGFa unido a 
P64K segun lo descrito en el ejemplo 7 con 0.25 mL de un preparado inmunogenico de 
iguales caracteristicas que contiene hEGF y se mezclo con 0.5 mL de Montanide ISA 51 
segiin lo descrito en el ejemplo 10, utilizando una jeringuilla, por un periodo de 10 minutos 
a temperatura ambiente. 

En el caso de utilizar Al(OH>3 como adyuvante, se mezclaron 0.5 mL de cada uno de los 
conjugados quimicos antes descritos que contenian 50 jig de hTGFot y hEGF 
respectivamente adsorbidos en 2 mg de Al(OH) 3 . 

Ejemplo 13: Inmunogenicidad de la TGF<x-P64K / Adyuvante incompleto de Freund 
(Montanide ISA 51) en el modelo murino. 

Con el objetivo de demostrar la inmunogenicidad , ratones de la cepa Balb/c, hembras entre 
6-8 semanas fueron inyectados por via subcutanea con 58 |ig (5 jag equivalentes de TGFa), 
116^g (10|ng) 6 0,6 mg (50{ig) de la TGFoc-P64K en una proportion 1:1 con Montanide 
ISA 51. El inmunogeno se preparo segiin lo descrito en la description detallada de la 
invention agitandose por 10 minutos antes de la inmunizacion. Cada animal recibio 4 dosis 
quincenales. Se realizaron extracciones de sangre previo a la primera dosis, una semana 
despues y cada dos semanas a partir de ese momento. El suero se separo de la sangre 
extraida de los animales y se determino el titulo de anticuerpos especificos contra el hTGF 
mediante la tecnica de ELISA indirecto. 
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Brevemente, las placas de ELISA (Costar) fueron recubiertas con 50|aL/pozo de una 
solution de hTGFa a 2.5 |ig/mL en tampon carbonato pH= 7.2 e incubadas toda la noche a 
4°C. Despu6s de tres lavados con PBS lX-Tween 20 (0.05%), las placas se bloquearon con 
una solution de PBS lX-Tween 20 (0.05%)-SFT (5%) por 1 hora a 37°C. Inmediatamente 
se anadieron los sueros de los ratones inmunizados, y se incubaron por 2 horas a 37°C. 
Luego de lavar las placas nuevamente, se incubaron con un anticuerpo de raton anti- 
Inmunoglobulinas totales de raton conjugado con fostasa alcalina (Sigma) diluido 1/1000 
en PBS IX-Tween 20 (0.05%)-SFT (5%) (50^iL /pozo) por 1 hora a igual temperatura. 
Finalmente, luego de volver a lavar las placas de la misma manera, se anadio el sustrato de 
la enzima (p-nitrofenilfosfato(Sigma)) a una concentration de 1 mg/mL en tampon 
Dietanolamina pH=9.8 (50(aL /pozo). La absorbancia del complejo enzima-sustrato 
formado se midio en un lector de ELISA a 405 nm. 

En la figura 4 se observa la cinetica de la respuesta polivalente de anticuerpos anti-hTGFa 
obtenida en ratones inmunizados con la TGFcc-P64K. 

Debido a la alta homologia entre el hTGFa y el de rata 6 raton (93%) se puede considerar 
que la respuesta generada contra el hTGFa como una respuesta contra el TGFa auto. logo. 

Ejemplo 14: Inmunogenicidad de la TGFa-P64K / A!(OH)3 en el modelo murino. 

Se realizo un protocolo de inmunizacion segiin lo descrito en el ejemplo anterior, utilizando 
2 mg Al(OH) 3 como adyuvante. El inmunogeno se prepare segun lo descrito en la 
description detallada de la invention . Se obtuvieron titulos de anticuerpos especificos por 
TGFa de hasta 1/10000. La tecnica utilizada para determinar el titulo de anticuerpos anti- 
TGFa fue la de ELISA indirecto descrita en el ejemplo 13. 

Ejemplo 15: Distribuci6n de las subclases de inmunoglobulinas de isotipo IgG en los 
ratones inmunizados con la proteina TGFa-P64K / Adyuvante incompleto de Freund 
(Montanide ISA 51) en el modelo murino. 

Se determino la distribution de subclases IgG obtenida mediante la tecnica de ELISA 
indirecto descrita en el ejemplo 13, utilizando antisueros especificos contra la diferentes 
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subclases de IgG murino conjugados con biotina (Jackson) a una dilution de 1/1000 y 
posteriormente el complejo streptavidina-fosfatasa (1/1000). 

Se determino la proportion de cada una de las subclases de IgG con respecto a la IgG total 
en el suero de los animales inmunizados con 50 |ig de TGFa en la proteina fusionada 
usando la via subcutanea (Grupo 1) o intramuscular (Grupo 2) siguiendo el protocolo de 
inmunizacion descrito en el ejemplo 13. En la figura 5 se observa la distribution de 
subclases obtenida. Se obtuvo una mayor proportion de IgGl en los dos grupos de ratones 
utilizados en el estudio. 

Ejemplo 16: Determination de la capacidad de los sueros de los animales inmunizados 
con la proteina TGFa-P64K / Adyuvante incompleto de Freund (Montanide ISA 51) 
de inhibir la uni6n del TGFa-I 125 mediante la tecnica de "radio receptor assay"(RRA). 

Con el objetivo de determinar si los anticuerpos generados en los protocolos de 
inmunizacion descritos anteriormente eran capaces de inhibir la union del TGFa a su 
receptor , se realizo un ensayo in vitro denominado RRA. En sintesis, los sueros de los 
ratones inmunizados segiin se describe en el ejemplo 13 se incubaron con una mezcla que 
incluye 100 ^iL de membrana de placenta humana y 20 jiL de TGFa-I 125 ( 100000 cpm) y 
330 ^iL de tampon Tris-Cl 10 mM, MgCl 2 10 mM y BSA al 1%, pH=7.4. El marcaje de 
TGFa se realizo mediante el metodo de la cloramina T (Hunter y Greenwood (1962, 
Nature, 358:495-498). La mezcla se incubo por 1 hora a temperatura ambiente y luego se 
detuvo la reaction con 1 mL del tampon antes mencionados. Finalmente se centrifiigaron 
los tubos a 1000 rpm por 30 minutos. Las celulas sedimentadas se lavaron y dejaron secar. 
La radioactividad se midi6 en un contador gamma (Wallac, Finlandia). La caida en los 
valores de radioactividad medidos indica la inhibition del enlace entre el TGFa y su 
receptor, debida a la action de los sueros ensayados. Se obtuvo un porciento de inhibition 
entre un 50%-80% en todos los sueros ensayados. 

Ejemplo 17: Determinaci6n de la respuesta serica contra el EGF humano (hEGF) 
generada por la inmunizacion con la proteina TGFa-P64K. 

Se determino la presencia de anticuerpos anti-EGF en los sueros de los ratones que 
mostraron altos titulos de anticuerpos anti-TGFa, mediante la tecnica de ELISA indirecto 
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previamente descrita. Diluciones de 1/100, 1/1000 y 1/10000 de los sueros se enfrentaron a 
placas recubiertas con hEGF (CIGB). En la figura 6 se muestran los titulos anti-EGF que 
mostraron los sueros de los animales inmunizados con la proteina TGFa-P64K, como se 
observa se obtiene respuesta de anticuerpos anti-EGF solamente en un grupo de ratones 
inmunizados. 

Sin embargo ratones inmunizados con el conjugado quimico EGF-P64K no mostraron 
ningun nivel de respuesta de anticuerpos anti-TGFa. 

Ejemplo 18: Reconocimiento de tumores humanos in vitro por un antisuero policlonal 
anti-hTGFa obtenido por la inmunizacion con la proteina TGFa-P64K / Adyuvante 
incompleto de Freund (Montanide ISA 51). 

Se utilizo los antisueros policlonales anti-hTGFa obtenidos a partir de la inmunizacion de 
ratones con la proteina heterologa TGFot-P64K en Montanide ISA 51 para determinar la 
expresion de TGFa en biopsias de tumores incluidas en parafina de pacientes vacunados 
con la vacuna basaba en EGF. En un paciente con alta respuesta de anticuerpos anti-hEGF, 
se observo una regresion del tumor NSCLC. Sin embargo, despues se le detecto un segundo 
tumor de laringe. Biopsias de estos dos tumores fueron analizadas y se observo una 
expresion diferencial del EGF y el TGFa en cada una de ellas. En la figura 7 se muestran 
los valores de reactividad obtenidos con los diferentes monoclonales utilizados. Estos 
resultados confirman que mediante la inmunizacion con el preparado vacunal TGFa-P64K 
se generan anticuerpos especificos contra el hTGFa capaces de reconocer a esta molecula 
en tumores humanos. 

Ejemplo 19: Expresion de EGF (ARNm), TGFa (ARNm) y EGF-R (ARNm) en 
biopsias de carcinomas de mama 

Se extraj6 el acido ribonucleico mensajero (ARNm) de biopsias de tumores de mama 
utilizando el reactivo TRIZOL (Life technologies) y se convirtio ADNc mediante la 
enzima re verso transcriptase El ADNc total se sometio a 30 ciclos de PCR utilizando 
cebadores especificos para cada una de estas moleculas. Como control interno se utilizo un 
gen de mantenimiento celular presente en todas las celulas (GAPDH). El producto de PCR 
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obtenido se separo mediante una electroforesis en geles de agarosa al 1.5% y se vizualizo 
con bromuro de etidio. 

En la figura 8 se muestran los resultados obtenidos al utilizar los cebadores especfficos 
para el EGF, TGFct , EGF-R y GAPDH (Control interno) en 22 carcinomas de mama. 
Solamente se observ6 EGF ARNm en 1/22 biopsias , sin embargo se observo una alta 
expresi6n de TGFa y EGF-R en la mayoria de las muestras. La correlation entre estas dos 
moleculas, sugiere la importancia del lazo autocrino TGFa/ EGF-R en el crecimiento de 
este tipo de tumores (Figura 9). 
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Centro de Inmunologi'a Molecular 



-20- 



DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 



Figura 1: Secuencia genetica y aminoacidica (letras subrayadas en negrita) del h-TGFa 
maduro. 

Figura 2: Representation esquematica del proceso de obtencion del vector de expresion 
pMTGFa. 

Figura 3: Reconocimiento de la proteina de fusion TGFot-P64K por anticuerpos 
monoclonales anti-P64K (A) y anti-hTGFa (B) mediante la tecnica de "Western Blotting". 
Se realizo una SDS-PAGE al 10 % de la P64K (1), EGF-P64K (2) y TGFot-P64K (3) y 
luego se transfirieron las protemas a una membrana de nitrocelulosa donde se incubaron 
con anticuerpos especificos contra P64K (A) 6 TGFct (B) con el objetivo de caracterizar la 
proteina fusionada entre el TGFa y la P64K. 

Figura 4: Cinetica de la respuesta de anticuerpos anti-hTGFa: Los titulos de anticuerpos 
especificos contra el hTGFa fueron medidos mediante la tecnica de ELISA indirecto. Los 
ratones fueron inmunizados con 5 jug (A), 10 ^g (B) y 50 \xg (C) de TGFa-equivalente en 
la proteina TGFa-P64K en Montanide ISA 51. Las abscisas representan los dias en que se 
obtuvieron las muestras de suero de cada raton individual y las ordenadas el reciproco de 
los titulos de anticuerpos alcanzados. Los dia de inmunizacion se senalan con flechas en el 
grafico A (Dia 0, 14, 28 y 42). 

Figura 5: Distribucion de subclases de los anticuerpos inducidos a partir de la 
inmunizacion con 50 |ig de TGFa-equivalente en la proteina fusionada. Comparacion de la 
proporcion de subclases de IgG en la respuesta de anticuerpos inducida con la 
inmunizacion de la proteina TGFa-P64K por via subcutanea (1)6 intramuscular (2). Los 
valores de desviacion estandar se muestran en la figura para cada uno de los grupos de 5 
animales inmunizados. 
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Figura 6: Respuesta de anticuerpos especificos por el hEGF en ratones inmunizados con la 
proteina de fusion TGFa-P64K. En la tabla se muestran los valores del titulo de anticuerpos 
anti-TGFa y anti-EGF en ratones inmunizados con TGFot-P64K. 

Figura 7: Determination por metodos inmunohistoquimicos de la presencia de EGF-R, 
EGF y TGFa en biopsias de tumores de un paciente vacunado incluido en el ensayo clinico 
piloto II de vacuna EGF. La reactividad diferencial de estas tres moleculas en el tumor 
primario de pulmon y de un segundo tumor primario de laringe que aparecio con 
posterioridad, se muestran con signos positivos en la figura. 

Figura 8: Expresion de ARNm de EGF, TGFa y EGF-R en 22 carcinomas de mama. En la 
figura se muestran los productos de 30 ciclos PGR obtenidos con los cebadores especificos 
para cada molecula y visualizados con bromuro de etidio despues de ser separados en geles 
de agarosa al 1.5%. Tambien se observa la expresion de ARNm de GAPDH utilizado como 
control interno. 

Figura 9: Correlacion entre los niveles de TGFa ARNm y EGF-R ARNm en biopsias de 
carcinoma de mama: La intensidad de las bandas obtenidas con bromuro de etidio se 
analizo mediante un programa de computation (ImagQuant, Amersham ) . El eje de las x 
muestarn los valores de intensidad para los productos de PCR utilizando cebadores 
especificos para EGF-R entre los obtenidos con GAPDH, para cada una de las muestras y el 
eje de las y muestra los mismo pero para el TGFa. Se observo una correlacion positiva 
entre la expresion de las dos moleculas, R 2 = 0.657, p=0.00121 . 
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REIVINDICACIONES 



COMPOSICI6N VACUNAL QUE CONTIENE FACTOR DE CRECIMIENTO 
TRANSFORMANTE (TGFa). SU USO EN LA TERAPIA DE ENFERMEDADES 
MALIGNAS. 

1- Composition vacunal que contiene TGFa autologo 6 cualquier derivado del mismo 6 
su combination con otros ligandos del EGF-R, enlazados a cualquier proteina 
transportadora, tanto por conjugation quimica como geneticamente, que contiene un 
adyuvante, capaz de producir una respuesta inmune especifica contra el TGFa 
autologo. 

2- Composition vacunal segun reivindicacion 1, que contiene TGFa humano 
recombinante . 

3- Composition vacunal segun reivindicacion 1, que contiene P64K como proteina 
transportadora. 

4- Composition vacunal segun reivindicacion 1, que contiene una proteina de fusion 
recombinante entre el TGFa y la P64K clonada en cualquier vector de expresion tanto 
de celulas superiores como inferiores y expresada en bacterias, levaduras o celulas 
superiores. 

5- Composition vacunal segun reivindicacion 1, que contiene una proteina de fusion 
recombinante entre el TGFa y la P64K clonada en un vector de expresion de celulas 
inferiores y expresada en E.coli. 

6- Composition vacunal segun reivindicacion 1, que contiene una proteina de fusion 
recombinante entre el TGFa y la P64K clonada en un vector de expresion de celulas 
inferiores que presenta una secuencia genetica codificante para seis histidinas en el 
extremo N-terminal de la P64K y expresada en E.coli . 

7- Composition vacunal segun reivindicacion 1, que contiene un conjugado quimico entre 
hTGFa y P64K. 

8- Composition vacunal segun reivindicacion 1, que contiene hTGFa, hEGF y P64K 
unidos por un metodo quimico. 
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9- Composition vacunal segun reivindicacion 1, que contiene hTGFa, hEGF y P64K en 
una protema de fusion recombinante clonada en un vector de celulas inferiores y 
expresada tnE.coli. 

10- Composition vacunal que represente la union en el momento de la inyeccion de dos 
preparados vacunales que contengan conjugados quimicos de la P64K con TGFa y el 
EGF respectivamente. 

11- Composition vacunal que represente la union en el momento de la inyeccion de dos 
preparados vacunales que contengan protemas de fusion recombinantes entre la P64K 
yel TGFa o el EGF respectivamente. 

12- Composition vacunal segun reivindicacion 1, que contiene Adyuvante incompleto de 
Freund como adyuvante. 

13- Composition vacunal segun reivindicacion 1, que contiene Al(OH)3 como adyuvante. 

14- Metodo de inmunizacion con una composition vacunal segun cualquiera de las 
reivindicaciones de la 1 a la 13, capaz de lograr anticuerpos espetificos contra el 



15- Metodo de tratamiento segun reivindicacion 14, capaz de generar anticuerpos anti- 
hTGFa, capacez de inhibir la union del TGFa a su receptor en un ensayo in vitro, 

16- Metodo de tratamiento segun reivindicacion 14, capaz de generar anticuerpos anti- 



17- Metodo de tratamiento segun reivindicacion 14, capaz de generar anticuerpos anti- 
hTGFa, capacez de reconocer al TGFa en biopsias de tumores humanos. 

18- Metodo de tratamiento de enfermedades malignas, tales como carcinomas epidermoides 
de mama, pr6stata, gastrico, cancer epiteliales de ovario que expresen TGFa y otros 
ligandos del EGF-R, tales como el EGF, con una composition vacunal segun 
cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 13. 



hTGFa. 



hEGF. 
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Figura 1 
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Figura 2 
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Figura 3 
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Figura 4 
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Figura 6 
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Figura 7 
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Figura 8 
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Figura 9 
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